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Abstract 
Background: A cancer cell must possess 10 properties, which it can obtain through genetic 
and epigenetic modifications. More specifically, these genetic and epigenetic changes affect 
genes like protein 53 (TP53), retinoblastoma (RB) and catenin -1 in liver cancer. It is also 
well known that extensive DNA methylation is a hallmark of liver cancer but it is not clear 
whether the altered DNA methylation patterns observed in liver cancer are simply due to 
altered expression of the DNA methyltransferase. One of the de novo DNA methyltransferases 
(DNMTs) is DNMT3b with a known function to inactivate genes through promoter 
hypermethylation. The purpose of this project is to examine the expression of DNMT3b in 
liver cancer tissue compared to normal liver tissue.  
Method: Polymerase Chain Reaction (PCR) and gel electrophoresis have been used for 
examining the expression of DNMT3b in both normal liver tissue samples and liver cancer 
tissue samples. Ribosomal Protein, Large, P0 (RPLP0) has been used as a control gene to 
examine the alterations of DNMT3bs expression 
Results: The results showed a decreased expression of DNMT3b in liver cancer tissue samples 
compared to normal liver tissue samples.  
Conclusion: The obtained results, showing down-regulation of DNMT3b, are not in line with 
published data from other research groups all showing an increased expression of DNMT3b in 
liver cancer compared to normal liver tissue.  
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Resumé 
Baggrundsviden: En cancercelle besidder 10 egenskaber som den kan opnå gennem 
genetiske og epigenetiske ændringer. Mere specifikt kan genetiske og epigenetiske ændringer 
påvirke gener såsom 53 (TP53), retinoblastoma (RB) og Catenin -1 (CTNNB1) i lever cancer.  
Det er også anerkendt at omfattende DNA metylering er et kendetegn for levercancer, men det 
står ikke klart om det ændrede DNA metylerings mønster set i levercancer skyldes en ændret 
ekspression af DNA metyltransferase. En af de novo DNA metyltransferaser (DNMTer) er 
DNMT3b, som har funktionen til at inaktivere gener gennem promoter hypermetylering.  
Formålet med projektet er at undersøge ekspressionen af DNMT3b i levercancervæv i forhold 
til normalt levervæv. 
Metode: For at undersøge ekspressionen af DNMT3b er der benyttet semikvantitativ 
Polymerase Chain Reaction (PCR) og gelelektroforese i normal væv prøver samt i 
levercancervæv prøver. Kontrolgenet Ribosomal Protein, Large, P0 (RPLP0) er brugt for at 
undersøge ændringen af DNMT3b’s ekspression.  
Resultater: Resultaterne viste en formindsket ekspression af DNMT3b i levercancervæv i 
forhold til normalt levervæv. 
Konklusion: De opnåede resultater viser en nedafgående regulering af DNMT3b, dette strider 
imod publiceret data fra andre forskning da de alle viser en øget ekspression af DNMT3b i 
levercancer i forhold til normalt væv.  
  
 
 4 
Indholdsfortegnelse 
ABSTRACT 2 
RESUMÉ 3 
1 INDLEDNING 6 
1.1 PROBLEMFORMULERING 6 
1.2 AFGRÆNSNING 7 
1.3 MÅLGRUPPE 7 
1.4 METODE 7 
1.5 LÆSEVEJLEDNING 7 
1.6 SEMESTERBINDING 7 
1.7 FORKORTELSESLISTE 9 
2 CANCER 10 
2.1 UDSENDELSEN AF VÆKSTSIGNALER 11 
2.2 UNDGÅ ANTI-VÆKSTSIGNALER 11 
2.3 UNDGÅ APOPTOSE 12 
2.4 ANGIOGENESE 12 
2.5 INVASION OG METASTASER 13 
2.6 GENOM USTABILITET OG MUTATION 14 
2.7 TUMORFREMMENDE INFLAMMATION 14 
2.8 UNDGÅ ØDELÆGGELSE AF KROPPENS IMMUNSYSTEM 15 
2.9 MODIFICERE ENERGIMETABOLISMER 15 
2.10 CANCERCELLENS EVNE TIL AT KUNNE REPLIKERE SIG UENDELIGT 16 
3 LEVERCANCER 19 
4 EPIGENETIK 22 
4.1 DNA METYLERING 22 
4.2 KROMATINREMODELLERING 24 
4.3 HISTONMODIFIKATION 25 
4.3.1 HISTONACETYLERING 25 
4.3.2 HISTONMETYLERING 25 
4.4 FORHOLDET MELLEM DNA METYLERING, KROMATINREMODELLERING OG HISTONMODIFIKATIONER 26 
5 DNMT  GENFAMILIEN 28 
5.1 DNMT1 28 
5.2 DNMT3 30 
6 FORSØG 33 
6.1 SEMIKVANTITATIV PCR 33 
6.1.1 METODE: SEMIKVANTITATIV PCR 34 
6.2 GELELEKTROFORESE 34 
6.2.1 METODE: ELEKTROFORESE 35 
7 RESULTATER OG DISKUSSION 37 
 5 
7.1 RESULTATER RPLP0 37 
7.2 RESULTATER DNMT3B 38 
7.3 SAMMENLIGNING AF RESULTATER 38 
7.3.1 NORMAL 39 
7.3.2 TUMOR 40 
8 KONKLUSION 42 
9 PERSPEKTIVERING 43 
10 LITTERATURLISTE 44 
 
 
 
 
 
  
 6 
1 Indledning 
Levercancerformen hepatocellulært carcinom (HCC) diagnosticeres hos 300 mennesker om 
året i Danmark, og prognoserne er specielt dårlige ved denne cancerform. Det er desværre 
sjældent, at personer med levercancer kan kureres med de metoder vi har til rådighed i dag. 
Hvis levercancer opdages i en tidlig fase, er der mulighed for at kurere personen igennem en 
operation, hvor tumoren skæres væk eller efter en levertransplantation, men 
overlevelsesprocenten efter 5 år er 6 procent hos mænd og 9 procent hos kvinder (NORDCAN, 
2014). Den lave overlevelsesprocent kan have noget at gøre med, at levercancer opdages for 
sent. Det er derfor interessant at undersøge, hvordan HCC opstår. Det har vist sig, at både 
genetiske og epigenetiske faktorer spiller en rolle i udviklingen af levercancer.  
 
De genetiske ændringer er 10 egenskaber, som en normal celle skal besidde for at blive en 
cancercelle (Hanahan and Weinberg, 2011). De epigenetiske ændringer kan opdages i en 
tidlig fase, og man kunne derfor kigge på DNA metyltransferase (DNMT) familien, da den har 
en stor indflydelse på de epigenetiske ændringer. Et af begreberne inden for DNMT familien 
er uhensigtsmæssige hypermetyleringer af gener, som inaktiverer generne, eksempelvis 
tumorsuppressorgener, som følge af forhøjet ekspression af et eller flere af generne i DNMT 
familien. Hypermetyleringer skaber genom ustabilitet, som er en af de 10 egenskaber en 
cancercelle skal besidde. Den forhøjede ekspression af DNMT familien er konstateret gennem 
flere studier (Miyake et al., 2010; Oh et al., 2007; Robertson et al., 1999; Saito et al., 2001) i 
forbindelse med levercancer. DNA metyltransferase 1 (DNMT1) er et af de gener i DNMT 
familien, som er overudtrykt i levercancer. Da DNMT1 interagerer med DNA metyltransferase 
3b (DNMT3b), som også er en del af DNMT familien, vil det være interessant at undersøge, om 
DNMT3b også er overudtrykt i levercancer. 
 
1.1 Problemformulering 
Er ekspressionen af DNMT3b ændret i levercancervæv i forhold til i normalt levervæv? 
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1.2 Afgrænsning 
Der vil i projektet ikke blive fokuseret på kolangiokarcinom, som er en anden form for 
levercancer end HCC, da de vævsprøver, der arbejdes med, hovedsageligt stammer fra 
patienter med HCC. Der vil blive fokuseret på DNMT3b både teoretisk og eksperimentelt, hvor 
andre gener fra DNMT familien kun vil blive berørt kort teoretisk.   
1.3 Målgruppe 
Rapporten henvender sig til personer med viden inden for medicinalbiologi og 
molekylærbiologi. En forhåndsviden inden for cancer vil være vigtig for forståelsen af 
rapporten. 
1.4 Metode 
For at besvare problemformuleringen vil vi først, ved hjælp af litterære studier af original 
artikler og reviews, beskrive cancer generelt for at få en forståelse af, hvad der kendetegner 
cancer og hvordan cancer udvikles. Med den baggrundsviden vil levercancer beskrives 
specifikt. I og med, at cancer udvikles grundet genetiske og epigenetiske ændringer, vil 
epigenetik blive beskrevet herefter, med fokus på DNMT familien. For at undersøge, om 
DNMT3b er overudtrykt i HCC, udføres der semikvantitativ PCR. Ved kombination af 
Polymerase Chain Reaction (PCR) og gel elektroforase undersøges ekspressionen af først 
reference genet Ribosomal Protein, Large, P0 (RPLP0) og derefter DNMT3b. Til slut vil de 
opnåede resultater blive diskuteret og sammenlignet med (Oh et al., 2007), (Saito et al., 2001), 
(Miyake et al., 2010) og (Robertson et al., 1999)’s resultater og eventuelle forskelle 
diskuteres.  
1.5 Læsevejledning 
I projektet benyttes forkortelser. Forkortelserne skrives ud første gang de bruges og herefter 
kun forkortelsen. Forkortelser kan findes i punkt 1.7 forkortelseslisten. I rapporten skrives de 
humane gener og messenger RNA (mRNA) i kursiv, mens proteiner ikke skrives i kursiv for at 
kunne kende forskel på disse.  
1.6 Semesterbinding 
Semesterbindingen på 2. Semester lyder følgende: 
 
”Samspil mellem teori, model, eksperiment og simulering i naturvidenskab”. 
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”Formålet med projektet er, at den studerende gennem arbejdet med et repræsentativt eksempel 
får erfaring med grundvidenskabelige problemstillinger inden for det naturvidenskabelige 
område, idet der lægges særlig vægt på samspil mellem teori og model på den ene side og på den 
anden side tilvejebringelse og analyse af empiri gennem observation, eksperiment eller 
simulering”.  
 
Projektet opfylder semesterbindingen, da der i løbet af projektet er opstillet en hypotese 
omkring ændret ekspression af DNMT3b i HCC og herefter udført eksperimenter for at 
bekræfte eller afkræfte hypotesen, og der bruges biologisk viden til at forstå og udføre 
eksperimenterne. Derudover bruges der cellebiologisk viden til at beskrive cancer, epigenetik 
og DNMT familien.  
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1.7 Forkortelsesliste 
APC: The Adenomatosis Polyposis Coli 
AXIN1: Axis inhibition protein 1 
CDKN2A: Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 
CDKN2B: Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B 
CG: Cytosin-Guanin 
CIMP: CpG island metylator phenotype 
CpG: Cytosin-Guanin dinukleotider 
CTNNB1: Catenin -1 
DNMT1: DNA metyltransferase 1 
DNMT3a: DNA metyltransferase 3a 
DNMT3b: DNA metyltransferase 3b 
HCC: Hepatocellulært carcinoma 
HDAC: Histon deacetylase 
HDM: Histon demetylase 
HMT: Histon metyltransferase  
IDH: Isocitrate dehydrogenase 
K: Lysin 
MBP: Metyl bindende proteiner 
miRNA: MicroRNA 
mRNA: Messenger RNA 
ncRNA: Non-coding RNA 
NK celler: Naturlige dræberceller 
PCR: Polymerase Chain Reaction 
piRNA: Piwi-interacting RNA 
RB: Retinoblastoma 
RPLPO: Ribosomal Protein, Large, P0 
SAM: S-adenosyl-L-methionine 
TERT: Telomerase reverse transcriptase 
TP53: Tumorprotein 53 
VEGF: Vaskulær endotel vækstfaktor 
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2 Cancer 
Cancer er en sygdom, der har fået meget opmærksomhed i Danmark og andre industrilande. 
Dette skyldes, at cancer er blevet en af de mest hyppige sygdomsformer. Prævalensen i 
Danmark i slutningen af 2012 var 500 mennesker. I 2012 blev 353 diagnosticeret med cancer 
i Danmark. Cancer udvikles både på grund af genetiske og epigenetiske faktorer, som vil blive 
beskrevet i følgende kapitel og kapitel 4 om epigenitik. Hanahan and Weinberg, 2011 viste 10 
kendetegn som en celle udvikler, ved hjælp af flere step, for at udvikle sig til en cancercelle. 
Disse 10 egenskaber er ens for alle cancerformer, og er derfor helt essentielle i forståelsen af 
cancer. Dette afsnit om cancer tager udgangspunkt i disse 10 egenskaber, for at kunne forstå 
cancers opståen. Forståelsen af hvordan cancer opstår vil blive brugt til at beskrive 
levercancer specifikt i det efterfølgende kapitel. De 10 egenskaber er vist på figur 1. 
 
Figur 1 viser de 10 kendetegn en cancercelle besidder. Modificeret fra (Hanahan and Weinberg, 2011) 
Figur 1 viser særlige egenskaber for en cancercelle, som ikke gør sig gældende i normale 
celler. De kendetegn, der vil blive beskrevet er, som vist i figuren, cancercellernes evne til 1) 
at undgå apoptose, 2) genom ustabilitet og  mutationer, 3) tumorfremmende inflammation, 4) 
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undgå ødelæggelse af kroppens immunsystem, 5) modificere energimetabolismer, 6) 
opretholde udsendelsen af  vækstsignaler, selvom der ikke er behov for cellevækst, 7) undgå 
anti-vækstsignaler - tumorsuppressorgenerne, 8) muliggøre og aktivere metastasering, 9) 
cancercellens egenskab til at kunne replikere sig uendeligt og sidst 10) at angiogenese er 
muligt.  
2.1 Udsendelsen af vækstsignaler 
Et grundlæggende træk ved en cancercelle er evnen til selv at udsende vækstsignaler. I 
normalt væv kontrolleres udsendelsen af vækstsignaler meget nøje for at sikre, at der kun 
dannes nye celler, når der er behov for det. Vækstsignalerne kan komme fra nabocellen, via 
blodbanen eller fra cellen selv (Hanahan and Weinberg, 2011). Dette er tre forskellige 
signaleringsformer, som henholdsvis kaldes parakrin, endokrin og autokrin signalering. En 
cancercelle skiller sig ud, ved at være i stand til at udsende autokrin signalering. Der er flere 
måder, hvorpå cancerceller kan opretholde udsendelsen af vækstsignaler. For eksempel kan 
cancercellerne selv producere vækstsignalerne, autokrin signalering. Derudover kan 
cancercellerne udsende vækstsignaler til normale naboceller omkring tumoren, der 
gengælder ved at sende vækstsignaler tilbage til cancercellerne (Hanahan and Weinberg, 
2011). Cellen har også modsatrettede reguleringsmekanismer, som hæmmer celledelingen. 
Disse reguleringsmekanismer skal derved sørge for at bremse celledelingen, hvis der 
produceres vækstsignaler når der ikke er behov for nye celler.  
2.2 Undgå anti-vækstsignaler  
Cancerceller skal, som beskrevet i forrige afsnit, kunne producere sine egne vækstsignaler, 
men derudover skal cancercellerne også kunne omgå negative reguleringsmekanismer i 
forhold til celledeling. Tumorsuppressorgener er gener, der koder for proteiner, som blandt 
andet forhindrer cellevæksten eller medvirker til at igangsætte apoptose. De to mest kendte 
tumorsupressorgener er retinoblastoma (RB) og tumorprotein 53 (TP53). RB modtager 
signaler fra både intracellulære og extracellulære kilder, og bestemmer herefter, om cellen 
skal forsætte celledelingen. ( Burkhart og Sage, 2008; . Deshpande et al, 2005 ; Sherr og 
McCormick , 2002 ifølge (Hanahan and Weinberg, 2011)). Dette betyder også, at cancerceller 
med defekt RB mangler denne regulering, og det er derved muligt for cellen at dele sig 
ukontrolleret. TP53 modtager signaler fra cellen, når der er unormal aktivitet som for 
eksempel, hvis glukoseniveauet er højere end normalt eller der udsendes mange 
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vækstfremmende stoffer. Herefter stopper TP53 cellecyklussen, indtil niveauerne igen er 
normale. Hvis skaderne er for store til at kunne repareres igangsætter TP53 apoptose 
(Hanahan and Weinberg, 2011). I normale celler vil cellen selv igangsætte apoptose, når 
cellen er beskadiget. Dette er endnu en egenskab cancercellen skal kunne omgå. 
2.3 Undgå apoptose  
Apoptose er programmeret celledød, der virker som en naturlig barriere for udviklingen af 
cancer (Evan and Littlewood, 1998). En af de ting cancerceller gør for at undgå apoptose er, at 
tabe TP53 tumorsuppressorfunktionen, hvormed cancercellerne selv kan kontrollere deres 
celledeling. Dette betyder, at cancercellen kan dele sig hurtigt og ukontrolleret (Hanahan and 
Weinberg, 2011). Cancercellens hurtige og ukontrollerede celledeling kræver ekstra ilt og 
ekstra næringsstoffer, dette får cancercellerne via blodbanen. 
2.4 Angiogenese 
Angiogenese er evnen til at danne nye blodkar, som sørger for blodforsyningen til 
cancercellerne. Angiogenese gør det samtidig muligt for tumorer at sprede sig til andre dele af 
kroppen ved hjælp af blodbanen, samt at vokse sig større, se figur 2.  (Folkman 1971, ifølge 
(Nishida et al., 2006)).  
 
Figur 2 viser hvordan blodkarne vikles ind i tumoren ved hjælp af angiogenese, og derved hjælper tumoren til at 
kunne sprede sig via blodbanen (Institute, 2012).  
Tumorer kræver en større mængde næringsstoffer og ilt end normalt væv, grundet tumorenes 
ukontrollerede celledeling. Derudover skal cancercellerne også kunne komme af med 
metabolisk affald og kuldioxid (Hanahan and Folkman, 1996). Der er både gener, som 
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aktiverer og nedregulerer dannelsen af blodkar (Majima et al., 2000). Et eksempel på et gen, 
som fremmer væksten af blodkar, er vaskulær endotel vækstfaktor (Roberts, W. G., and 
Palade, G. E ifølge (Neufeld et al., 1999)). Forsøg har vist, at hæmning af VEGF fører til 
hæmning af tumorvækst og tumorregression (Kim, K. J., Li, B., Winer, J., Armanini, M., Gillett, 
N., Phillips, H. S., and Ferrara, N. ifølge (Neufeld et al., 1999)). Angiogenese fører blodkar ind 
til tumoren, og gør det nemmere for tumoren at vokse sig større og sprede sig, og derved 
danne metastaser i andre dele af kroppen.  
2.5 Invasion og metastaser  
Metastaser er de celler, der dannes, når primær tumoren bryder gennem basalmembranen, og 
føres nye steder hen ved hjælp af lymfe- og blodcirkulationen. Metastaser er årsag til 90% af 
dødstilfældene som følge af tumorer for patienter med cancer (P. Gupta and Massagué, 2006). 
 
Figur 3: Den primær tumor invaderer det lokale miljø, hvorefter cancercellerne bryder gennem basalmembranen 
for så at blive transporteret nye steder hen af lymfe- og blodcirkulationen. De cancerceller, som overlever turen i 
blodbanen, bryder gennem de mikrovaskulære endotelceller til andre væv, hvor de vil vokse sig større og formere 
sig. Efter et stykke tid vil der være dannet en metastatisk kolonisering (Valastyan and Weinberg, 2011). 
 
Som det ses på figur 3 starter metastaseringsprocessen med, at den primære tumor invaderer 
det lokale miljø, hvorefter cancercellerne skal bryde basalmembranen for at komme ud til 
blodbanen (Al-Mehdi et al. ifølge (P. Gupta and Massagué, 2006)). Når cancercellerne er 
kommet ud i blodbanen føres de med lymfe- og blodcirkulationen rundt. Cancercellernes 
opgave her er at overleve turen i blodbanen (P. Gupta and Massagué, 2006). De fleste af de 
cirkulerende cancerceller bliver fanget i forskellige kapillærbaner, da cancercellerne er 
omkring 20-30 m i diameter, mens diameteren af en kapillær kun er omkring 8 m 
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(Valastyan and Weinberg, 2011). Cancercellerne skal også overleve angrebet fra naturlige 
dræberceller (NK celler), som er et forsøg fra immunsystemets side på at dræbe 
cancercellerne (Langowski et al. ifølge (P. Gupta and Massagué, 2006). I ekstravasationsfasen 
bryder cancercellerne gennem de mikrovaskulære endotelceller til andre væv. Hvis 
mikrometastaserne overlever det nye mikromiljø, vil de begynde at vokse sig større og 
formere sig, og der vil sidst være dannet en metastatisk kolonisation (Chambers et al. 2002 
ifølge (P. Gupta and Massagué, 2006)). For at en cancercelle kan overleve i nye miljøer skal 
cellen have en profil som matcher det nye miljø, hvilket opnås gennem genetiske og 
epigenetiske ændringer såsom mutationer og promotormetylering. 
2.6 Genom ustabilitet og mutation  
Genom ustabilitet i cancercellerne opstår som funktion af tilfældige mutationer, som blandt 
andet kan føre til tumor initiering (Hanahan and Weinberg, 2011). TP53 kaldes for “vogter af 
genomet” (Lane, 1992 ifølge (Hanahan and Weinberg, 2011)). Genomet har nogle systemer, 
som sørger for, at antallet af spontane mutationer forbliver lavt. TP53 opdager defekter i 
DNA’et og signalerer det videre til genomets vedligeholdelsessystemer, som reparerer det 
(Nowell, P. C ifølge (Negrini et al., 2010)). Det er også disse systemer, som normalt tvinger en 
genetisk beskadiget celle til apoptose eller ældning (Seluanov et al., 2001). Defekterne i 
genom opretholdelsen og reparationerne bidrager til tumorprogression (Hanahan and 
Weinberg, 2011). Cancerceller øger ofte antallet af spontane mutationer ved, at cellen går på 
kompromis med genomets systemer (Nowell, P. C ifølge (Negrini et al., 2010)).  
2.7 Tumorfremmende inflammation  
Inflammation kan bidrage til udviklingen af cancer, da inflammatoriske celler kan frigive 
oxygenarter, som er mutagene for nærliggende cancerceller og som kan fremskynde disse 
cancercellers genetiske udvikling til en forhøjet malignitet. Proinflammatoriske signaler, som 
fremmer systemisk inflammation, udsendes til det omgivende vævs mikromiljø fra nekrotiske 
celler, hvormed der bliver hentet inflammatoriske celler fra immunsystemet (Mantovani et al. 
ifølge (I. Grivennikov et al., 2010). Nekrose er ukontrolleret celledød, hvor cellens indhold 
kommer til at flyde frit rundt i mikromiljøet, når cellen eksploderer (Degenhardt et al., 2006). 
De inflammatoriske celler fra immunsystemet har til opgave at undersøge omfanget af 
vævsskader, samt fjerne resterne af den nekrotiske celle. Immun-inflammatoriske celler er 
blandt andet i stand til at fremme angiogenese, cancercelle proliferation og invasivitet, og kan 
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derfor være tumorfremmende (Condeelis and Pollard, 2006). Immunsystemet beskytter 
kroppen mod uønskede ændringer, og derved vil immunsystemets forsvarsmekanismer være 
noget  en cancercelle skal kunne undgå.  
2.8 Undgå ødelæggelse af kroppens immunsystem 
Immunsystemet overvåger konstant celler og væv og fungerer som en barriere for 
tumordannelse og progression. Det er blandt andet immunsystemets opgave at anerkende og 
fjerne dannelsen af begyndende tumorer og mikrometastaser, samt progressionen af disse. 
For at cancerceller kan vokse og sprede sig, skal de undgå at blive destrueret af kroppens 
immunsystem (Hanahan and Weinberg, 2011). Dette gør de for eksempel ved at lamme 
infiltrerende cytotoksisk T-celler og NK celler ved at udskille den transformerende 
væksfaktor beta eller andre immun-undertrykkende faktorer (Li Yang, Yanli Pang, and Harold 
L. Moses ifølge (Hanahan and Weinberg, 2011)). Den øgede vækst, som cancercellernes 
ukontrollerede celledeling medfører, kræver en omlægning af energimetabolismerne, for at 
cellerne får tilført nok energi. 
2.9 Modificere energimetabolismer  
Ukontrolleret celledeling involverer ikke kun mistet kontrol af celledelingen men også 
justeringer i energimetabolismen. Cancercellerne er nødsaget til at tilpasse deres 
energiproduktion for at fastholde den øgede vækst.  Cancercellerne ændrer deres 
glukosemetabolisme og opregulerer glukosetransportøren glucose transporter 1 (GLUT1). 
Det er vist på figur 4, hvordan glukosemetabolismen er i både en normalcelle og en 
cancercelle (Hanahan and Weinberg, 2011).  
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Figur 4 viser nedbrydningen af glukose i normalcelle og en cancercelle. Modificeret fra (Marie and Shinjo, 2011) 
Selvom cancercellerne begrænser energiproduktionen til glukolysen og ATP-mængden 
derved reduceres, er det muligt for cancercellerne at påvirke glukolytiske intermediære i 
pathwayen, og derved danne nye celler (Hanahan and Weinberg, 2011).  
2.10 Cancercellens evne til at kunne replikere sig uendeligt 
Telomererne beskytter enderne af kromosomerne og er derfor også dem, som bestemmer, 
hvor mange gange den normale celle kan replikere sig selv. Telomererne bliver kortere og 
kortere for hver celledeling (Hanahan and Weinberg, 2011). Cancercellerne skal besidde 
evnen til at opretholde mængden af telomerer for ikke at blive tvunget til ældning eller 
apoptose, se figur 5.  
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Figur 5 Hver gang en celle deler sig bliver telomererne, som beskytter enderne af kromosomerne, kortere. Hos en 
normal celle sørger p53 for at et skadet kromosom påtvinges apoptose. En cancercelle opregulerer ekspressionen af 
telomerase, som sørger for at telomererne beholder deres ender ved at tilføje segmenter af telomerer til enderne af 
telomerisk DNA modificeret fra (E. Artandi and A. DePinho, 2010). 
Dette gør de ved at opregulere ekspressionen af telomerase, som er en specialiserede DNA-
polymerase, der sørger for at telomererne beholder deres ender ved at tilføje segmenter af 
telomerer til enderne af telomerisk DNA (Hanahan and Weinberg, 2011).  
 
En celle skal besidde en lang række egenskaber før den betegnes som en cancercelle. I 
afsnittet udsendelsen af vækstsignaler, blev det beskrevet, at en cancercelle var i stand til selv 
at udsende vækstsignaler, via autokrinsignalering. Efterfølgende i afsnittet om at undgå 
væksthæmmere udledes det, at cancercellen kan undgå væksthæmmere, som TP53 og RB, 
hvilket medfører, at en skadet celle ikke repareres eller påtvinges apoptose. Derudover skal en 
cancercelle være i stand til angiogenese, ved hjælp af VEGF, for at få tilført den nødvendige 
næring og ilt til den ukontrollerede vækst, samt at komme af med metabolisk affald. Når 
blodkarrene er dannet, giver det mulighed for tumoren at metastasere. For at metastasere skal 
cancerceller kunne overleve i nye miljøer. Cancerceller kan kun overleve i nye miljøer, hvis de 
er tilstrækkeligt genomisk ustabile, hvilket de blandt andet har opnået gennem en lang række 
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mutationer. Tumorens vækst støttes af inflammation i det omkringliggende væv, som er med 
til at fremme udviklingen. Cancerceller skal kunne undgå immunsystemets påvirkning, da 
immunsystemets opgave er at fjerne beskadigede dele. Cancercellernes ukontrollerede 
celledeling medfører et ekstra energibehov, og cancercellerne er derfor nødsaget til at 
modificere de allerede eksisterende energimetabolismer. Normale celler er ikke i stand til at 
kunne dele sig uendeligt. Cancerceller skal udvikle enzymet telomerase for at kunne dele sig i 
uendelighed og derved undgå ældning. Alle disse ændringer gør sig gældende for alle 
cancerformer. Mange cancerformer har dog særlige egenskaber og ændringer, og i næste 
kapitel vil levercancer blive beskrevet mere specifikt.    
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3 Levercancer  
Med baggrundsviden om, hvordan cancer generelt opstår, vil der i dette afsnit blive forklaret 
nogle genetiske faktorer, som er specifikke for udviklingen af HCC, specielt mutationer i TP53 
og RB samt catenin β-1 (CTNNB1). Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A) og cyclin-
dependent kinase inhibitor 2B (CDKN2B) vil også kort blive nævnt. Derudover vil de 
epigenetiske faktorer, som spiller en rolle i udviklingen af HCC, blive beskrevet og i det 
efterfølgende afsnit vil epigenetik blive beskrevet mere dybdegående.  
I 2008 døde cirka 695.900 mennesker af levercancer på verdensplan. Der findes forskellige 
former for levercancer, hvor den største er HCC. HCC er den tredje hyppigste cancerform på 
verdensplan og er den anden hyppigste årsag til cancerdødsfald hos mænd og den sjette 
hyppigste årsag til cancerdødsfald hos kvinder (Ferlay et al., 2010). En risikofaktor for 
skrumpeleverpatienter er udviklingen af HCC, hvor op til 5% udvikler HCC årligt (Bruix J, 
Sherman M ifølge (Yazici et al., 2014)). En anden risikofaktor er ikke-alkoholisk fedtlever 
sygdom, som også kan bidrage til HCC (El-Serag HB. Ifølge (Yazici et al., 2014)). Alkohol er en 
anden risikofaktor for HCC og er særligt tydelig i udviklede lande (Schoniger-Hekele M, Muller 
C, Kutilek M, Oesterreicher C, Ferenci P, Gangl A. Ifølge (Yazici et al., 2014)). Ud over 
skrumpelever, ikke-alkoholisk fedtlever sygdom og alkohol er hepatitis B og C også 
risikofaktorer for HCC (Bruix J, Sherman M (Yazici et al., 2014)). TP53 og CTNNB1 er ofte 
muteret i HCC, og som nævnt tidligere bliver TP53 kaldt for vogter af genomet, da det har en 
essentiel rolle i at bevare genomets stabilitet. Givet TP53’s rolle ses der ofte mutationer i 
TP53 i sammenhæng med cancer. Mutations frekvensen for TP53 i HCC er i gennemsnit 
25,9% (Calvisi DF, Factor VM, Ladu S, Conner EA, Thorgeirsson SS, N. et al.. ifølge (Nishida et 
al., 2007)). Nishida et al, 2007, peger på, at man kan skelne mellem to pathways til HCC 
udviklingen, den ene er meget kromosomalt ustabil, hvilket ofte ses i sammenhæng med 
mutationer i TP53. Den anden indeholder derimod en stor mængde metyleringer og forbindes 
derfor oftest med mutationer i CTNNB1. CTNNB1 proteiner fungerer som regulator af celle til 
celleadhæsion og gentransskription. Ud over ændringer i CTNNB1, er det flere gange vist, at 
der i HCC også finder ændringer af tumorsuppressorgenerne Adenomatosis Polyposis Coli 
(APC) og Axis inhibition protein 1 (AXIN1) sted. Ændringer i APC og AXIN1 fører til ændringer i 
CTNNB1 proteinet og har derved samme effekt som mutationer i selve CTNNB1 genet (Satoh, 
S. et al ifølge (Shibata and Aburatani, 2014)). Ændringer i CTNNB1 samt APC og AXIN1 har vist 
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sig at øge den transskriptionelle aktivitet af v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene 
homolog (MYC) og G1/S-specific cyclin-D1 (CCND1), som regulerer cellecyklussen. Disse er 
blevet påvist at være opreguleret i HCC (Lévy, L., Renard, C. A., Wei, Y. & Buendia, M. A. ifølge 
(Shibata and Aburatani, 2014)). CDKN2A og B er begge tumorsuppressorgener og en del af RB 
pathwayen. Promotorregionerne af disse gensekvenser har vist sig at være hyppigt 
hypermetyleret i HCC tilfælde (74%) (Liew, C. T. et al og Zhang, C. et al. ifølge (Shibata and 
Aburatani, 2014)). Hypermetylering er når Cytosine-fosfat-Guanine (CpG) øer bliver 
metyleret mere end hvad der er normalt i vævet. Resultatet af hypermetyleringer på 
promotorregionen er ofte en inaktivering af genet (Serrano et al. ifølge (Liew et al., 1999), 
men dette bliver belyst yderligere i afsnit 4.1 DNA metylering. Inaktiveringen af RB i leveren 
har vist sig at være forbundet med øget cellevækst og kromosomal ustabilitet (Mayhew et al., 
2007). Udover hypermetylering af CpG promotorregioner er inaktiveringen af RB også blevet 
set i HCC via punkt mutationer eller homozygote deletion (Liew et al., 1999) og (Zhang et al., 
2008)]. Somatiske mutationer på promotoren har vist sig at øge ekspressionen af telomerase 
reverse transcriptase (TERT) i melanom. Nault et al’s undersøgelse viste, at 54% af TERT 
promotorerne var muteret i HCC, og Killela et al. ifølge (Shibata and Aburatani, 2014) påviste 
somatiske ændringer i 27% tumorerne i HCC. TERT-genet koder for aktivering af telomerase 
og er, som nævnt tidligere, nødvendig for cancerceller at besidde, da det betyder, at 
cancercellerne kan replikere sig uendeligt.  
De epigenetiske faktorer, som spiller en rolle i udviklingen af HCC, omhandler blandt andet 
DNA metyleringer af promoterregioner på CpG øer, dysfunktionelle histon modificerende 
enzymer og er en generel ændring på metyleringer af genomet, og disse mekanismer vil blive 
beskrevet i afsnit 4 epigenetik. Grundet HCC’s høje dødelighed er der fortaget undersøgelser 
på HCC metyleringsmønster af blandt andet (Stefanska et al., 2011), som omhandlede 
identifikationen af hvilke gener, der blev hypometyleret og hvilke der blev hypermetyleret i 
HCC. De fandt, at 230 gener var hypometyleret, eksempelvis intraflagellar transport protein 
81, IFT81 genet, som koder for proteinet ITF81, som påvirker cellens evne til at differentiere 
sig. De gener, der var hypermetyleret, viste sig at kode for apoptose og (Stefanska et al., 
2011)Et andet studie (Nishida et al., 2012) viste også, at hypermetylering af 
tumorsuppressorgener, som CDKN2A og APC, var associeret med opstarten på HCC. 
Der er mange mutationer involveret i udviklingen af HCC. Først og fremmest skal der ske en 
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række mutationer i den enkelte celle, før den bliver til en cancercelle, som forklaret i 
cancerafsnittet. Herefter sker der specifikke mutationer, som kendetegner udviklingen af HCC, 
blandt andet mutationer i TP53, som karakteriseres ved kromosomal ustabilitet, og CTNNB1, 
som forbindes med hypermetylering. Der sker også en inaktivering af RB i leveren, som har 
vist sig at være forbundet med øget cellevækst og kromosomal ustabilitet. Epigenetik spiller 
også en væsentlig rolle i udviklingen af levercancer, da der sker arvelige ændringer i 
genekspressionen. DNA metylering, histonmodifikation og kromatinremodellering påvirker 
reguleringen af genekspressionen og kan forårsage HCC og vil derfor blive beskrevet 
yderligere i næste afsnit.  
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4 Epigenetik 
Det følgende afsnit vil belyse epigenetik og begreber derunder. Formålet med dette afsnit er 
at danne en forståelse af, hvad epigenetik er og hvordan det fungerer i normalt væv. Derefter 
vil det blive belyst, hvordan cancer kan blive udviklet og styrket af DNA metyleringer, 
histonmodifikationer og kromatinremodellering. Dette afsnit vil supplere de epigenetiske 
faktorer, som er væsentlig for udviklingen af HCC. Denne information vil blive ført videre til 
afsnittet om DNMT familien for at danne en bedre forståelse af enzymernes funktion.  
 
Udtrykket epigenetik omhandler arvelige ændringer i genekspressionen, som ikke medfører 
ændringer i DNA-sekvensen, det vil sige, at der sker en ændring i fænotypen uden en ændring 
i genotypen. Mekanismer inden for epigenetik er histonmodifikation, kromatinremodellering 
og DNA metylering, og hvis disse mekanismer bliver bragt ud af balance kan det føre til 
cancer. Histonmodifikation og kromatinremodellering medfører ændringer i 
kromatinstrukturen. DNA metylering er metyleringer af CpG øer, der kan forbindes med 
ændret genekspression, hvor en opreguleret metylering ofte ses i sammenhæng med cancer. 
Epigenetisk forandring er en regelmæssig og naturlig forekomst, men kan også blive påvirket 
af flere faktorer, herunder alder, miljø, livsstil, og sygdomstilstand (Rebecca et al., 2012) 
4.1 DNA metylering 
DNA metylering betegner additionen af en metylgruppe til en CpG sekvens i DNA. Der er 
områder på DNA’et, oftest ved promotorregionen, hvor der vil være en stor ratio af CpG’er, 
dette kaldes CpG øer. En CpG ø defineres som et område på 200-500 basepar, hvor 
hyppigheden af CpG’er er større end 50% i forhold til resten af genomet (Li et al., 2014)  
Formålet med metyleringer af CpG øer på promotorregionen er at regulere hvilke gener, der 
skal udtrykkes og hvilke der skal hæmmes. I pattedyr sker disse metyleringer kun på CpG øer 
(Hermann et al., 2004). Metylgruppen adderes af DNMT familien til cytosin på C5 og bliver til 
5-metylcytosin. DNMT’er får en metylgruppe fra S-adenosyl- L-methionine (SAM), som er en 
metyldoner, hvorefter DNMT’erne sætter metylgruppen på DNA’et, se figur 6 (Hermann et al., 
2004). En simplificeret opdeling af DNMT familien vil være; at enzymet DNMT1 står for 
vedligeholdelsen af metyleringen af DNA, hvor den ene DNA-streng er metyleret, og at 
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enzymerne DNMT3a og b danner nye og ikke arvede metyleringer, kaldet de novo metylering, 
som bliver beskrevet i kapitel 5 DNMT (Hermann et al., 2004).  
 
Figur 6 viser DNA metylering, der ændrer cytosin til 5'metyl-cytosin ved hjælp DNMT. SAH = S-
adenosylhomocysteine, SAM= S-adenosyl- L-methionine . (Samir, 2008) 
Hvis promotorregionen har metylerede CpG øer, resulterer det i en inaktivering af genet 
(Hellman and Chess, 2007). En af måderne et gen bliver inaktiveret ved metylering er ved 
Metyl Bindende Proteiner (MBP). Disse proteiner har høj affinitet til metylgrupper og vil 
derfor binde sig til det metylerede DNA, hvilket vil blokere for transskriptionsfaktorer. 
Derudover kan metylgrupper i sig selv også blokere (Bird, 2002). DNA metylering er en 
essentiel del af replikationen, da det sørger for, at de rette gener bliver udtrykt og de 
nødvendige bliver hæmmet. Når en celle deler sig skal dens DNA replikeres, hvormed der 
skabes en identisk kopi af den selv. Ligeledes skal cellens DNA også metyleres på samme vis 
således, at dattercellen får samme metyleringsmønster, og derved har de samme gener 
udtrykt. Når DNA bliver replikeret transformeres metyleret CpG sekvenser til hemimetyleret 
CpG, mens umetyleret forbliver det samme. DNMT1 har høj affinitet for hemimetyleret DNA, 
hvilket sørger for, at de oprindelige DNA-strenges metyleringsmønstre bliver overført til den 
nye streng i den nye celle (Hermann et al., 2004). Hvis først en enkelt metylering har fundet 
sted resulterer det ofte i en kaskade af metyleringer. Cellen har nogle mekanismer, der er med 
til at diktere, hvilke CpG øer, der skal metyleres og hvilke der ikke skal. Der er dermed en 
balance mellem metylering og beskyttelse mod det, mistet balance kan være starten til mange 
cancertyper. Hvis et beskyttende protein for eksempel bliver inaktiveret eller får ændret sin 
ekspression via en mutation, vil det føre til en ubalance, og der vil dermed komme ikke 
planlagte metyleringer (Issa JP. et al (2004) ifølge (Khin et al., 2011) og (Ting et al., 2006). I 
dag er hypermetylering af promotorregionen i CpG øer anerkendt som et varselstegn for 
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cancer hos mennesker. Det bliver kaldt for ” CpG island metylator phenotype” (Shen et al., 
2002). Det har også vist sig, at der ved disse hypermetylerede områder findes en stor mængde 
MBP’er, som binder sig til metylgruppen på cytosin på promotoren, hvormed genet bliver 
hæmmet, da transskriptionsfaktorer ikke kan få adgang (Bird, 2002).  
4.2 kromatinremodellering 
Kromatin består af nukleosomer. Nukleosomer består af 8 histoner, disse kaldes til sammen 
en oktamer. DNA er viklet rundt om hver oktamer. Dette gøres for at pakke DNA’et, se figur 7. 
(Trygve, 2009). 
  
 
 
Figur 7 Nukleosomet består af 8 central histoner der former en octamer . Hver nukleosom  består af 147 basepar, 
hvor DNA’et er viklet rundt om .(Bela and Amul, 2012) 
Kromatin inddeles i to former: heterokromatin og eukromatin. Heterokromatin bærer ikke 
noget metyleringsmønster, men er meget metyleret, og forbindes med lille tilgængelighed for 
transskriptionsfaktorer. Eukromatin bærer et detaljeret metyleringsmønster og beskrives 
som lettere tilgængeligt for transskriptionsfaktorer (Gilbert, 2002). Arkitekturen af 
nukleosomerne har en indflydelse på, hvordan gener bliver udtrykt. Udover, hvor tæt 
nukleosomerne er pakket, kan selve pladsen mellem hvert nukleosom også være en faktor for, 
om gener bliver udtrykt. Hvis der for eksempel ikke er meget plads mellem hvert histon kan 
transskriptionsfaktorerne ikke komme til (Li et al., 2014). 
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Kromatinremodellering er en essentiel del af mange biologiske processer såsom DNA 
replikation og reparation af skadet DNA, der kan udvikle tumorvækst.  Ændringer af 
kromatinstrukturen styrers af switch/sucrose non-fermentable, som er ATP afhængige 
protein komplekser, der ændrer positionerne af nukleosomerne. Nogle af de gener, der koder 
for essentielle proteiner i disse komplekser er ARID1A, ARID1B og ARID2, hvor der ofte er 
fundet ændringer i dem i HCC tilfælde (Guichard et al., 2012) og (Fujimoto et al., 2012).  
4.3 Histonmodifikation 
Histoner er proteiner, der har et kugleformet C-terminal domæne, samt en fleksibel ladet N-
terminal (NH2) domæne, som befinder sig på en histonhale. Der sker hovedsagligt 
modifikationer på histonhalen, men der kan også forekomme ændringer på selve histonet. 
Hvis der sker ændringer på histonhalen, såsom acetylering, fosforylering og metylering, 
kaldes det for histonmodifikation. Histon acetylering og metylering er de mest studerede 
epigenetiske histonmodifikationer og det er derfor kun dem, der vil blive lagt vægt på (Li et 
al., 2014) 
4.3.1 Histonacetylering 
Histonacetylering opstår ved enzymatisk tilføjelse af en acetylgruppe (COCH3) fra acetyl CoA 
til -amino gruppe på lysin (K) og bliver transporteret og katalyseret via 
histonacetyltransferase (HAT) (Trygve, 2009), som kontrollerer acetylering. Ved at lysin 
bliver acetyleret, neutraliseres en positiv ladning på lysin til en negativ ladet aminosyre. 
Denne neutralisering mindsker affinitet mellem histoner og DNA, hvilket medfører at 
kromatinstrukturen løsnes, hvormed der åbnes adgang til DNA for transskriptionsfaktorerne. 
Den omvendte reaktion er ved histon deacetylering, hvor histon deacetylase (HDAC) fjerner 
acetylgruppen og medvirker til, at kromatinstrukturen bliver tæt, hvormed der ikke vil 
forekomme genekspression (Trygve, 2009). 
4.3.2 Histonmetylering 
Histon metyleringer kan også forekomme. De reguleres af Histon Metyl Transderase (HMT) 
og Histon DeMetylase (HDM). Histonhalen kan metyleres i forskellige grader, mono, di og tri. 
Mængden af metylering og hvor henne det forekommer afgør om kromatin er tæt pakket eller 
ikke er (Guo et al., 2011) og (Wang et al., 2013) og (Gnirke et al., 2009) og (Guichard et al., 
2012; Li et al., 2011). 
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4.4 Forholdet mellem DNA metylering, kromatinremodellering og histonmodifikationer 
Man har fornyligt opdaget, at DNA metylering og histonmodifikationer kan samarbejde og 
derved kontrollere genekspressionen (Jody C., Chuang and Peter A. Jones, Epigenetics and 
MicroRNAs, november 2007, international Pediatric Reaserach Foundtation). Som nævnt 
tidligere har kromatinremodellering også en betydning for genekspressionen, se figur 8. 
Ligesom med DNA metyleringer, er histonmodifikationer og kromatinremodellering også en 
naturligt forekommende proces.  Ændringer i disse processer kan lede til cancer, for eksempel 
ved at opregulere HDAC aktiviteten og derved kunne inaktivere gener ved at rykke rundt på 
histonerne og dermed kan transskriptionsfaktorerne ikke binde sig til de aktive sites (Ellis et 
al., 2009) 
 
 
Figur 8 De tre epigenetiske faktorer DNA metylering, histonmodifikation og kromatinremodellering regulerer 
genekspressionen. 
 
Epigenetik spiller en væsentlig rolle i udviklingen af levercancer, da der sker arvelige 
ændringer i genekspressionen, uden ændringer af genotypen. Afsnittene DNA metylering, 
histonmodifikation og kromatin remodellering har tilfælles, at de påvirker reguleringen af 
genekspressionen uden at ændre genotypen. Derudover medfører histonmodifikation også 
ændringer på kromatinstrukturen, der kan resultere i cancer. Kromatinremodellering er en 
essentiel del af mange biologiske processer såsom DNA replikation og reparation af skadet 
DNA, der kan udvikle tumorvækst. Metyleringer af promotorregionen på CpG øer ses som en 
inaktivering af genet, og er i dag set opreguleret i flere cancer typer. DNA metylering har en 
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indflydelse på genekspressionen, men selve kromatinstrukturen ændres ikke. DNA metylering 
betegner additionen af en metylgruppe til en CpG sekvens i DNA. DNMT familien sætter 
methylgruppen på DNA’et. Der er fundet forhøjede niveauer af DNMT i flere typer af cancer – 
inklusiv levercancer – hvilket fører til et forhøjet antal af metyleringer og dermed inaktivering 
af flere gener. DNMT familiens adskillelser og ligheder vil blive beskrevet yderligere i 
efterfølgende afsnit.  
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5 DNMT  genfamilien 
I dette afsnit bliver enzym familien DNMT beskrevet, samt deres struktur og 
biologiske/biokemiske egenskaber. Formålet med dette afsnit er at beskrive, hvad 
DNMT’ernes funktion er og at augmentere for, hvordan cancer vil drage nytte af en forhøjet 
DNMT ekspression. 
 
Som tidligere nævnt reguleres metyleringen af DNA af enzymer under DNMT familien. Der 
kan skelnes mellem to former for metylering; vedligeholdelses- og de novo metyleringer. 
Vedligeholdelsesmetyleringer er metyleringer, som sørger for, at epigenetiske mønstre kan 
føres videre. De bliver vedligeholdt af DNMT1, som præfererer DNA, som er hemimetyleret. 
Det er blevet påvist, at DNMT1 har en præference for hemimetylerede CpG’er (Fatemi et al., 
2001). De novo metyleringer er spontane og ikke planlagte metyleringer (Okano M., Xie S. and 
Li E, 2002) ifølge (Hermann et al., 2004) og (Gowher and Jeltsch, 2001). Disse metyleringer 
styres hovedsagligt af DNMT3a og b, som ikke har nogen præference for hemimetyleret 
CpG’er. DNMT1 har ingen katalytisk aktivitet uden dens N-terminale del, hvilket kan ses som 
et stimulerende protein i denne sammenhæng.  DNMT3a og b har en lav katalytisk aktivitet 
selv uden stimulerende proteiner, men opnår første dets fulde effekt når de går i forbindelse 
med DNMT3L. DNMT3L er et spliceosom af DNMT3 og kan ses på figur 10,  men vil ikke blive 
belyst yderligere. Forholdet mellem de to former for metyleringer vil blive sammenlignet 
senere i dette afsnit. Metylering af genomet menes at være opdelt i to faser, hvor eukromatin 
vil være det første, der bliver metyleret og herefter hetrokromatin (Gilbert, 2002).  
5.1 DNMT1 
DNMT1 enzymet består af et N-terminal domæne med de regulerende funktioner og et C-
terminalt katalytisk domæne. Det N-terminale domæne indeholder forskellige motiver, blandt 
andet et cysteinrigt zink bindende domæne (Bestor, 1992) og (Chuang L. S., Ng H. H., Chia J. N. 
and Li B. F. (1996) ifølge (Hermann et al., 2004) og et ladningsrigt domæne, der interagerer 
med transskriptionssuppressoren DNA methyltransferase 1-associated protein 1 (Rountree 
M. R., Bachman K. E. and Baylin S. B., 2000) ifølge (Hermann et al., 2004). DNMT1 er en 
essentiel del af replikationen, og kan findes ved replikationsgaflen i S-fasen. N-terminalen 
indeholder 2 ”Bromo adjescent homolgy (BAH)” domæner, som menes at transportere 
DNMT1 til replikationsgaflen (Liu et al., 1998). N-terminalen kan også interagere med RB, det 
histonmodificerende enzym SUV39H1 (histon metyltransferase) og HDAC1 (Pradhan and 
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Kim, 2002). Generelt står N-terminalen for den intracellulære levering af DNMT1, det vil sige 
at den sørger for, at DNMT1 bliver guidet hen til de nødvendige steder. En stor del af N-
terminal er også påkrævet før C-terminalen kan skabe enzymaktivitet. C-terminalen 
indeholder de konserverede motiver for cytosin-C5-MTase og er det aktive center for enzymet 
(Zhang X. and Verdine G. L., 1996) ifølge (Hermann et al., 2004), se figur 9. Hvis enzymet skal 
blive aktivt er det C-terminalen, der aktiveres. C og N terminaler er forbundet med 
gentagende lysin-glysin hængsler.  
 
Figur 9 viser strukturen af DNMT1, og hvor mange aminosyrer DNMT1 består af.  
DNMT1 er som sagt en essentiel del af DNA replikationen, da enzymet blandt andet sørger for, 
at eukromatin bliver metyleret kort efter replikation, og da eukromatin bærer et 
metyleringsmønster, er det kun muligt, at DNMT1 vedligeholder dette. Det oprindelige skel 
mellem DNMT1 og DNMT3 familien var, at DNMT1 stod for vedligeholdelsen af metyleringer 
og DNMT3’er stod for de novo. Dette har senere hen vist sig at være en for simpel opdeling, da 
(Ratnam et al., 2002) påpegede, at koncentrationen af DNMT3 var lav i somatiske celler, hvor 
de novo metyleringer blandt andet sker, hvilket peger på at DNMT1 godt kan metylere de 
novo. DNMT1’s essentielle rolle blev yderligere understreget, da fremavlede mus uden 
DNMT1 døde inden de blev født med meget lave metyleringsniveauer. Der er flere rapporter 
nu, der har påvist en opreguleret DNMT ekspression i tumorer (Lee et al., 1996) og (Li et al., 
2003) og (Saito et al., 2003). 
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5.2 DNMT3 
DNMT3a og b er to enzymer, der strukturelt minder om DNMT1, men er mindre, se figur 10. 
Disse enzymer står for de novo metyleringer, hvilket vil sige, at de metylerer CpG sekvenser 
uden præference for hemimetyleret DNA (Okano M., Xie S. and Li E(2002) ifølge (Hermann et 
al., 2004) og (Gowher and Jeltsch, 2001)  
 
Figur 10 viser strukturen af DNMT3b, DNMT3a og DNMT3L, og derudover også hvor mange aminosyre de hvor 
består af. 
Derved påskrives rollen for metylering af heterokromatin hovedsagligt DNMT3a og b. Både 
DNMT3a og b består af en N-terminal ende og en C-terminal ende. Den C-terminale ende er et 
katalytisk domæne, som bærer metyltransferase motiver. DNMT3’ers katalytiske domæne 
kan aktivere enzymet uden tilstedeværelsen af N-terminalen, men uden stimulerende 
proteiner vil aktiviteten være meget lav (Reither et al., 2003). Den N-terminale ende består af 
et Plant Homeo Domain (PHD) domæne og et Proline-Tryptophan-Tryptophan-Proline 
(PWWP) domæne. PHD domænet fungerer som en zink finger. PWWP domænet binder 
DNA’et og guider de novo metyltransferaser til kromatin (Ge et al., 2004). På trods af den 
lignende struktur vil de to enzymer ikke kunne erstatte hinanden fuldstændigt, da 
sygdommen immunodeficiency, centromeric instability, facial abnormalities relateres til 
mutationer i DNMT3b alene. Det katalytiske domæne for DNMT3a og b giver dem hver sin 
funktion. 3b har vist sig at have en processiv funktion, hvor 3a er distributiv (Gowher and 
Jeltsch, 2002). DNMT3b’s processive funktion understreges yderligere, da den er kendt for at 
metylere pericentromeriske gentagelser med højt CG indhold (Reither et al., 2003) og (Hata et 
al., 2002). Dette stemmer overens med, at DNMT3b er overudtrykt i tumorer, endnu mere end 
DNMT3a (Okano et al., 1999) og (Robertson et al., 1999). Derudover interagerer DNMT3b 
også med HDAC’er og med DNMT1 (Kim et al., 2002) (Fuks et al., 2001). De to enzymer ligner 
hinanden, men bærer forskellige funktioner. De er begge essentielle i udviklingen af mus 
(Okano et al., 1999). Hvordan de to former for metylering agerer i forhold til hinanden er 
stadig ikke fastlagt. Man kunne forstille sig, at forholdet mellem de novo og 
vedligeholdelsesmetyleringer kunne fungere således; DNMT3’er ville starte processen med at 
metylere et gen på nogle CG sekvenser. Det kunne tænkes, at de for eksempel var blevet 
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guidet af nogle transskriptionsrepressorer, hvorefter DNMT1 ville træde til da DNA’et nu er 
hemimetyleret. Man kunne forstille sig, at cancer vil have en opreguleret DNMT3b 
ekspression, så der således ville kunne blive inaktiveret flere gener, der vil gavne cancer, 
såsom tumorsuppressorgener og lignende.  
 
Både DNMT1 og 3a og b minder derved strukturelt om hinanden, med den N-terminale der 
styrer intracellulærer funktioner og C-terminalen som det katalytiske site. DNMT3a og b er 
dog noget mindre end DNMT1.  DNMT1 fungerer ikke uden stimulerende proteiner ved det 
katalytiske site, hvor DNMT3a og b er aktive, men med meget lav aktivitet. Begge familier 
interagerer med forskellige proteiner som HDAC’er og med hinanden. DNMT1 står 
hovedsagligt for vedligeholdelses metyleringer og fungere hovedsagligt i eukromatin, dog 
findes der resultater, der viser at DNMT1 godt kan metylere de novo. DNMT3 står 
hovedsagligt for de novo metyleringer, hvor DNMT3a og b differentierer lidt i funktion 
(DNMT3b er mere processiv og a er distributiv). Dynamikken mellem de to metylerings 
former undersøges stadig. Det er blevet påvist, at DNMT1 er overudtrykt i HCC.  
 
Der er nu blevet beskrevet, hvilke egenskaber en celle skal besidde før det kan blive betragtet 
som en cancer celle. En af egenskaberne en cancercelle skal besidde er for eksempel at kunne 
undgå væksthæmmere, som TP53 og RB, hvilket medfører, at en skadet celle ikke repareres 
eller påtvinges apoptose. Mutationer i TP53 og RB har også vist sig at være hyppige i HCC.  
Der er også blevet påvist, at der i flere HCC tilfælde findes mutationer i TERT-genpromoteren, 
hvilket også er et kendetegn for en cancercelle. Inaktivering af et gens ekspression har vist sig 
at være underlagt epigenetiske mekanismer, som DNA methylering, histonmodifikation og 
kromatinremodellering. Hypermetylering af promotorregionen på CpG øer nedsænker ”den 
transskriptionelle” aktivitet, da metylgrupperne selv eller MBP’er kan blokere for 
transskriptionsfaktorer. Histonmodifikationer omhandler også, hvor transskriptionelt aktivt 
DNA er. Modifikationerne omhandler tilføjelser af grupper på halen af histoner, som blandt 
andet kan være acetyleringer og methyleringer. Hvis et histon er metyleret vil det være 
transskriptionelt aktivt og inaktivt ved deacetylering. Metyleringer har en varierende effekt 
på histoner, her afhænger effekten af hvilket lysin der rammes. Kromatin strukturen har også 
indflydelse på transskriptionen, hvor eukromatin er transskriptions aktivt og heterokromatin 
inaktivt. DNMT’er styrer metyleringen i DNA i pattedyr. DNMT1 og DNMT3a og b består begge 
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af en N-terminal og C-terminal, hvor N-terminalen styrer de intracellulære mekanismer og C-
terminalen er det katalytiske site. DNMT1 kræver stimulerende proteiner for at opnå 
aktivitet, hvor DNMT3a og b kan have aktivitet uden stimulerende proteiner men meget lav. 
DNMT’er interagerer med hinanden og med HDAC’er.  DNMT1 besidder både vedligeholdelses 
og de novo evner, hvor DNMT3a og b besidder de novo evne. Metylerings dynamikken 
undersøges stadig, men man mener at DNMT3b initierer en metylering, da den ikke påkræver 
hemimetyleret DNA, hvorefter DNMT1 vil fortsætte, og derved øge inaktiveringen af gener. 
DNMT1 er påvist i tumorer, og med udgangspunkt i den førnævnte teori om metylerings 
dynamikken vil det være interessant at undersøge ekspressionen af DNMT3b. Man kunne 
forstille sig, at der vil være en opreguleret ekspression grundet teorien og data, der viser 
opreguleret DNMT1 ekspression.  
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6 Forsøg 
I følgende afsnit vil eksperimenterne, der blev udført for at undersøge ekspressionen af 
DNMT3b, blive beskrevet.  
6.1 Semikvantitativ PCR 
Ofte er man interesseret i at studere enkelte gener eller specifikke steder på DNA’et, og her er 
det nødvendigt at skaffe en stor mængde af det, man ønsker at studere. For at skaffe den store 
mængde af det ønskede DNA, er det oftest nemmere at kopiere få molekyler af DNA eller m-
RNA end at isolere det ønskede DNA ud fra et stort antal celler. Dette kan gøres ved hjælp af 
PCR, som er den mest brugte metode til amplificering af DNA. Under PCR brydes de 
hydrogenbindinger, der holder de to DNA-strenge sammen ved opvarmning til omkring 90 
grader. Dette trin i PCR cyklussen kaldes for Denaturation.  Herefter sænkes temperaturen 
hurtigt til 40-60 grader, for at der kan påsættes primere på de nu to DNA strenge. Primere er 
korte kunstigt fremstillede DNA-fragmenter. Dette step kaldes for annealing. Herefter bygger 
DNA-polymerasen videre fra, hvor primerne har sat sig. Dette er sidste trin i PCR cyklussen og 
kaldes extension, se figur 11. Ved at køre den beskrevne cyklus flere gange er det muligt at 
skabe en hel masse kopier af DNA’et. Hver gang der dannes en ny DNA-streng, kan den i næste 
cyklus være skabelon for en ny DNA-streng. 
 
Figur 11 viser en generel PCR reaktion (BioHackspace, 2014). 
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6.1.1 Metode: Semikvantitativ PCR 
Hver gang vi har kørt PCR har vi benyttet os af følgende mastermix: 
Tabel 1 viser mastermixblandingen + mængden af cDNA.  
 
Til ekspressionsanalysen brugte vi to primersæt. Et rettet mod RPLPO og et rettet mod 
DNMT3b. Hver gang der blev kørt PCR, var der en negativ kontrol med H2O og en med positiv 
kontrol med cellelinje SW480. Der er kørt det samme program i PCR maskinen gennem alle 
forsøgene, eneste variable er annealing temperatur for RPLPO og DNMT1. Programmet er vist 
nedenfor:  
Tabel 2 viser det benyttede PCR program. 
6.2 Gelelektroforese 
Elektroforese er en metode, hvor molekyler sættes i bevægelse i et elektrisk felt. Bevægelsen 
sker ved, at der oprettes en spændingsforskel mellem to elektroder. Molekylerne har 
 Mængde 
H2O   4,5  
Maxima (Thermo scientific, #K1051) 7,5  
F primer (10 picomol) 1,0  
R primer (10 picomol) 1,0  
cDNA (konc) 1,0  
I alt 15  i hvert eppendorfrør 
Trin Temperatur (  Tid Antal cykler 
Indledende 
denaturering / 
enzymaktivering 
 
95 
 
4 min 
 
1 
Denaturering 95 30 sek 29 
Udglødning 
(annealing) 
52 for RPLP0 og 60 
for DNMT3b 
 
30 sek 
29  for RPLP0 og 39  
for DNMT3b 
Udvidelse 72 30 sek 29 
Sidste udvidelse 72 5 min 1 
Pause 4   
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ladninger, og de positivt ladede partikler vil løbe mod den negativt ladede elektrode, og 
omvendt. Gelelektroforese bruges til at separere DNA, RNA og proteiner. Der er to former for 
gelelektroforese enten pladegel eller rørgel. På pladegelen anbringes prøverne i en brønd, der 
støbes i gelen, se figur 12. Det elektriske felt får de mindre molekyler til at bevæge sig generelt 
hurtigere end de større molekyler gennem gelen. Herved opnår man en adskillelse efter 
størrelse.  
 
Figur 12 Gelektoforese bruges til at seperarer DNA, RNA og proteiner. Hvert enkelt DNA-prøve kommes i en brønd, 
hvorefter der oprettes en spændingsforskel mellem to elektroder. Dette får de mindre molekyler til at bevæge sig 
hurtigere gennem gelen end de større molekyler. Man opnår herefter en adskillelse efter størrelse (Universitet, 
2013). 
6.2.1 Metode: Elektroforese 
PCR reaktionerne bliver overført på en gel for at sammenligne båndene. En gel fremstilles 
således: 
100 ml 10XTBE buffer (Gibco by life technologes TM, 15581-044) hældes op i en 1L kolbe. 
Herefter tilsættes destilleret vand op til 1 L mærkningen, hvorefter der rystes. Nu er 
opløsningen så 1XTBE buffer. En slæde gøres klar ved at to kamme sættes i slæden og 
autoklave tape sættes stramt rundt om slæden for at danne en skål. Der afvejes 1 gram 
agarose (Sigma, A9539-500G) som overføres til en 500 ml kolbe. Herefter tilsættes 100 ml 
1XTBE buffer til en 500 ml kolbe med agarosen. Kolben placeres herefter i mikrobølgeovn på 
fuld effekt i 3 minutter. Efter de 3 minutter tjekkes det, om al agarosen er opløst. Hvis ikke al 
 36 
agarosen er opløst skal den have en smule mere i mikrobølgeovnen. Herefter tilsættes 10  
ethidiumbromid (4 mg/ml) til 500 ml kolben og der rystes. Nu hældes gelblandingen over i 
den klargjorte slæde, og eventuelle luftbobler fjernes. Herefter sættes kammene tilbage i 
slæden. Nu skal gelen sætte sig. Når den er blevet fast kan den rykkes til køleskabet, hvor den 
minimum skal stå i en halv time. Herefter tages gelen ud af køleskabet og autoklave tapen 
fjernes, og kammene lirkes forsigtigt op ad gelen. Herefter kan gelen overføres til 
elektroforese karret. 1XTBE buffer hældes i elektroforese karret til brøndene er dækket, og 
der tilsættes 20  ethidiumbromid (4 mg/ml)  i hver ende af elektroforese karret og det 
vippes frem og tilbage. Prøverne fra PCR maskinen skal nu tilsættes til brøndene. Først 
tilsættes der 5  loading buffer til hver prøve for at stoppe reaktionen. Den totale volumen i 
eppendorfrørerne er nu 20  I den første og sidste brønd, der bruges, tilsættes 7,5  markør 
(Fermentas, SM1333). Brøndene imellem markørerne tilsættes prøverne, der har været 
igennem PCR maskinen. Nu tændes der for strømmen til elektroforese karret og den skal køre 
ved 120 V til prøverne er nede på gelen.  
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7 Resultater og diskussion 
I følgende afsnit vil de opnåede resultater vises og analyseres ud fra båndtykkelsen. 
Tumorbillederne fra primersættet RPLP0 og DNMT3b sammenlignes, ligesom 
normalbillederne også sammenlignes. Resultaterne af vores forsøg diskuteres op mod 
resultater fra (Miyake et al., 2010; Oh et al., 2007; Robertson et al., 1999; Saito et al., 2001) og 
derudover sammenlignes vores metode med andre metoder, der er brugt i (Miyake et al., 
2010; Oh et al., 2007; Robertson et al., 1999; Saito et al., 2001).  
7.1 Resultater RPLP0 
Nedenfor er vores resultater vist for 8 normalprøver, se figur 13, og 7 tumorprøver, se figur 
14, hvor der er brugt er primersæt rettet mod RPLPO. Det ses, at prøverne ligger mellem 75 
og 200 basepar (bp). Primersættet er designet til at give et PCR produkt på 110 bp. SW480 
bruges som positiv kontrol, og vandet bruges som negativ kontrol.  
 
Figur 13 viser resultatet fra de 8 normalprøver med primersættet rettet mod RPLP0. 
 
Figur 14 viser resultatet fra de 7 tumorprøver med primersættet rettet mod RPLP0. 
 38 
7.2 Resultater DNMT3b  
Nedenfor ses vores resultater for 8 normalprøver, se figur 15, og 7 tumorprøver, se figur 16, 
hvor der er brugt et primersæt rettet mod DNMT3b. Normalprøverne 4, 6 og 8 har ikke givet 
noget bånd, ligesom tumorprøverne 3 og 6. Dette betyder ikke nødvendigvis, at der slet ikke 
er udtrykt noget; det er meget sandsynligt, at det har været så lavt udtrykt, og vi derfor ikke 
har kunnet få nogen bånd frem med denne metode. Skyggerne under båndene kaldes primer 
dimer, som stammer fra primerne vi tilsatte prøven. Her er en primer gået sammen med en 
anden primer i stedet for at sætte sig sammen med DNA’et. Man kan diskutere, om det er fordi 
vi har brugt for meget primer eller om vi skulle have ændret temperaturen. 
 
Figur 15 viser resultatet fra de 8 normalprøver med primersættet rettet mod DNMT3b. 
 
Figur 16 viser resultatet fra de 7 tumorprøver med primersættet rettet mod DNMT3b. 
7.3 Sammenligning af resultater 
Flere undersøgelser og beviser peger på at de epigenetiske faktorer spiller en væsentlig rolle i 
udvikling af cancer. DNMT1 er et af de gener i DNMT familien, som er overudtrykt i 
levercancer. Da DNMT1 interagerer med DNMT3b, som også er en del af DNMT familien, ville 
det være interessant at undersøge om DNMT3b også er overudtrykt i levercancer. Flere 
artikler har fundet ekspression af genet DNMT3b i HCC, hvilket vi vil sammenligne med vores 
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egne resultater. Nedenfor ses sammenligningerne mellem vores tumorprøver med 
henholdsvis RPLP0 og DNMT3b som primersæt, og ligeledes for vores normalprøver.  
7.3.1 Normal  
 
Figur 17 viser de to resultater af de 8 normalprøver både med primersættet rettet mod RPLP0 og DNMT3b. 
Vores resultater for normale levervævsprøver, se figur 17, stemmer ikke overens med 
(Miyake et al., 2010) (Robertson et al., 1999; Saito et al., 2001) og (Oh et al., 2007)’s 
resultater, da det ud fra vores resultater ser ud som om, at DNMT3b er en smule overudtrykt i 
normalt levervæv i forhold til levercancervæv. Det ses også på figur 19, at det kun er i 5 ud af 
3 normalt levervævsprøver, at DNMT3b er udtrykt, hvilket ikke stemmer overens med 
(Miyake et al., 2010), (Saito et al., 2001) (Robertson et al., 1999) og (Oh et al., 2007)’s 
resultater. De viser nemlig, at DNMT3b er udtrykt i normalt levercancervæv, men bare ikke i 
lige så høj grad som i levercancervæv.  
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7.3.2 Tumor  
 
Figur 18 viser de to resultater af de 7 tumorprøver både med primersættet rettet mod RPLP0 og DNMT3b. 
I 2009 undersøgte (Miyake et al., 2010) ekspressionen af DNMT3b i HCC ved hjælp af 
immunhistokemi, hvor man kigger på proteinniveau. De benyttede HCC væv og tilsvarende 
ikke-cancer levervæv fra 95 patienter. Derudover brugte de yderligere normalt væv fra 3 
patienter, som havde undergået en kirurgisk operation for hepaticolithiasis, for at kunne 
sammenligne. For at analysere data’ene brugte de statistiske metoder og kom frem til, at 
niveauerne for DNMT3b var signifikant højere i levercancervæv end i normalt væv. Man kan 
ikke helt sammenligne disse resultater med vores, da vi kiggede på ekspressionen af DNMT3b 
på mRNA niveau, hvor (Miyake et al., 2010) kiggede på proteinniveau. Man kunne forestille 
sig, at hvis DNMT3b er overudtrykt på proteinniveau, at det så også ville være overudtrykt på 
mRNA niveau, og derfor modsiger (Miyake et al., 2010)’s resultater vores, da det ikke ser ud 
som om, at DNMT3b er overudtrykt i HCC væv på vores prøver, se figur 18. Dette er dog svært 
at konkludere, da vores tumorprøver med DNMT3b kørte lidt for langt på gelen, hvormed 
ethidiumbromiden nåede over vores bånd og gjorde dem mindre tydelige. Man kan diskutere, 
om der er en lille forskel i båndtykkelsen eller ingen forskel. Man kan også diskutere, hvorvidt 
vores metode er egnet til dette forsøg, da vi brugte semikvantitativ PCR og derefter vurderede 
tykkelsen på båndene på øjemål, hvor (Miyake et al., 2010)brugte statistiske metoder til at 
analysere resultaterne. I 1999 kom (Robertson et al., 1999) også frem til at DNMT3b er 
overudtrykt i levercancervæv. De brugte blandt andet metoden Reverse transcriptase (RT)-
PCR. Et lignende eksperiment blev foretaget af (Saito et al., 2001) i 2001, hvor de brugte 67 
HCC vævsprøver og tilsvarende ikke-cancer levervæv fra 49 patienter, samt normalt levervæv 
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fra 8 patienter til sammenligning. (Saito et al., 2001) brugte real-time quantitative polymerase 
chain reaction (QRT-PCR) til at undersøge ekspressionen af mRNA’et for DNMT3b, hvorefter 
de sammenlignede niveauet af mRNA i HCC med niveauet i de tilsvarende ikke-cancer 
levervæv. Resultaterne de kom frem til viste, at niveauet af mRNA for DNMT3b var signifikant 
højere i HCC levervævsprøverne end i de tilsvarende ikke-cancer levervævsprøver. mRNA’et 
for DNMT3b var forhøjet i 45 af HCC prøverne, det vil sige i 67% af tilfældene. (Robertson et 
al., 1999) og (Saito et al., 2001)’s resultat modsiger også vores resultater, idet de viser, at 
DNMT3b er overudtrykt i væv fra HCC patienter i forhold til i normalt levervæv. (Saito et al., 
2001) brugte også QRT-PCR, hvor vi brugte semikvantitativ PCR og man må gå ud fra, at den 
QRT-PCR metode er mere præcis. Både (Miyake et al., 2010) og (Saito et al., 2001) brugte også 
en del flere HCC prøver end vi gjorde. De brugte henholdsvis 95 og 67 HCC vævsprøver, hvor 
vi brugte 8 HCC vævsprøver. Dette betyder, at en afvigelse hos os har en meget større 
statistisk betydning end det har i (Miyake et al., 2010) og (Saito et al., 2001)’s eksperimenter. I 
2007 brugte (Oh et al., 2007) QRT-PCR til at fremvise ekspressionen af DNMT3b i 25 HCC væv. 
De kom også frem til samme resultat som (Miyake et al., 2010), (Saito et al., 2001) og 
(Robertson et al., 1999)’s resultat, nemlig at DNMT3b er overudtrykt i levercancervæv i 
forhold til i ikke-cancer levervæv og normalt væv.  
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8 Konklusion  
Der er gennem teorien givet en baggrund for, forståelse af levercancerformen HCC og hvordan 
ændringer i DNA metylering kan fremme udviklingen af levercancer. Et af de vigtigste 
enzymer for ændrede DNA metyleringsmønstre er DNMT3b og det er derfor blevet undersøgt 
om DNMT3b’s ekspression var ændret i levercancervæv i forhold til normalt levervæv. Ud fra 
vores resultater ses det, at DNMT3b har en mindre ekspression i levercancervæv i forhold til 
normalt levervæv. (Robertson et al., 1999), (Miyake et al., 2010), (Saito et al., 2001) og (Oh et 
al., 2007)’s resultater viser også en forhøjet ekspression af DNMT3b i HCC og vores resultater 
stemmer derfor ikke overens med allerede publicerede resultater. Disse atypiske resultater 
kan være et udtryk for en for simpel metode til at undersøge ekspressionen af DNMT3b.  
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9 Perspektivering 
For at optimere projektet, ville det være oplagt at lave flere forsøg ud fra flere prøver for at få 
flere at sammenligne med. Dette ville gøre, at den enkelte prøve ikke havde lige så stor 
statistisk betydning.  Derudover ville næste skridt også være at optimere metoden – 
semikvantitativ PCR. I stedet for semikvantitativ PCR ville vi benytte en kvalitativ metode, 
såsom QRT-PCR. QRT-PCR gør det nemmere at beskrive resultatet statistisk set, i og med man 
ikke sidder og kigger på båndene med øjemål, men man i stedet for data ud som kan 
analyseres. For at udvikle på metoden semikvantitativ PCR, kunne man have målt picsels for 
hvert bånd i stedet for at sammenligne og vurdere båndene op i mod hinanden.   
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